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BIOSENSOR 

FOrcliggande uppfinning hinfbr sig till en biosensor i vilken en kolhydrat eller ett dcrivat d&rav 
anv&nds fbr att via specifik inbindning av ell protein, ett virus cllcr cn cell generera en 
detekterbar signal. 




Bakerund. 

Biosensorer karakteriseras av fysikalisk eller kemisk m&tgivarc (signalOverfbrare) vars rcspons 
aktiveras av en specifik urtcraktion mellan en biokemisk stmktur (som direkt eller indirckt 
bundits till m&tgivarcn) och en eller flera analyter. 

Biosensorer anvands fbr att pivisa analyten/er och i vissa fall liven fbr att kvantiftera 
analytcn/cr. 

Bioscnsorns fbrdelar utgOrs av att cn fysikalisk eller kemisk m&tgivare inha den bundna 
biokemiska strukturen tilldelats sj>ecificitct sA att cn allintn fysikalisk eller kemisk parameter 
(t.cx. temperatur, pH, optisk tAthet) kan utnyttjas (br alt detektera en enda &ubstans i en 
komplex blandning av icke-speciflka substanser. 

Biosensorns begransningar utg6rs av den biokemiska strukturens spccificitel, specificitetsbredd 
och stabilitet, samt av att mfttgivaren mAste gOras oberoende av m&tmediets 
bakgrund&fbrandring i den parameter givaren miter I Methods of Enzymology, volym 137, 
beskrivs i ett antal artiklar olika aspekter av biosensorer. 

Pcfinitioncr; 

Biosensor * fysikalisk eller kemisk signalOverfbrare, t.cx. fotomcter, kemisk elektrod, 
tcmperaturgivare, tryckgivarc, som direkt eller indirckt fbrenats med en biokemisk struktur. 
Som biokemisk struktur har i tidigare kftnda biosensorer utnyttjats fbrcti&dcsvis enzyn\ 
specifikt protein, antikropp och d&rmed har bioscnsorns bibringats egenskapen att kunna pivisa 
substanser som specifikt binder den biokemiska strukturen i kvalitativa eller kvantilativa mfitt. 

Kcflcktansmatning • matning av intensiteten hos ljus rcflcktcrat fr&n en yta d&r ytans 
egenskapcr pAvcrkar reflektanscn, t.cx. biomolekyler som ftndrar ytans brytningsindex. 

Polarisationsmatning - m&tning av polariserat (jus polarisaiionstillstAnd, vanligcn 
polarisationsvinkcl, bcroende av biomolekylcrs, virus eller cellers inbindning. 

Ytplasmonspcktroskopi - optisk fysikalisk mAttcknik som utnyttjar tumia metallgransskikts s.k. 
ytplasmontillstAnd, fbr att med stor kAnslighet pivisa fbrAndringar i brytningsindex, t.cx. 
orsakad av biomolekylcrs nlrvaro i grftnsskiktet. 

Ellipsometri - optisk fysikalisk m&tteknik som med stor kAnslighct pAvisar fbrandringar i 
brytningsindex vid gransskikt genom att mau fbrandringar i ellipticilet hos polariserat ljus. 
t.ex. orsakadc av biomolekylcrs narvaro i granaskiktet. 

Piezodektrisk kristall - kristall vars cgensvangningsfrekvens kan pAverkas av masstodring cllcr 
tryckandring och som kan regi strcras dektriskt, t.cx. massandring Astadkommcn av 
biomo!ckyl(er) t vims eller cell(er) som bundh till k* isiallytan. 
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Elektrokemisk cicktrod • mAtgivare som gcnercrar cn elektrisk signal pga en elektrokemisk 
reaktion vid clcktrodcn som Ar rdaterad till cn kemisk parameter, Lex. pli p(>2. PCO2 .vilkas 
vftrden kan varicra beroende pi fbrckomst av analyt(er) i ett prov speciftka fbr ett Ainnc bundet 
till mAtgivaren. 

Termistor • elektrisk resistansmAtare som Andrar ledningslbrmAga med temperaturen; 
biokemiska reaktioncr Ar bl.a. karakteriscrade av spccifika vArdcn pA vArmcupplag/utvcckling, 
viika s&ledes kan registreras via termistorn. 

Ett stort antal av de kolhydratsekvcnser som fbrckommer i glykoproteincr eller i glykolipider, 
och vanligen ocksA mindre fragment av dessa sckvenser, uppvisar bi jspccifik bindning till 
protcincr, virus eller ccller. 

Fdreliggande uppfinning beskrivcr en biosensor dAr denna specificitet ulnyttjas fbr 
analys/bcstamning av sidan komponent i ett prov. Uppfinningen karaktcriseras av att 
kolhydratcn eller ett dcrivat dirav bundits till cn yia t biosensorn. 

Som kolhydrat anvAnds vanligen fragment (otigosackarider) av dc kolhydratsekvcnser som 
fbrekommer i glykoproteincr eller i glykolipider och vanligen anv&nds mindre fragment av 
dessa sckvenser, dvs disackarid, trisackarid, tetrasackarid eller pentasackarid, eftcrsom denna 
storlek ofta Ar fultt tillracklig fbr ate oligosackariden skall uppvisa biospecifik bindning av ett 
protein, ett virus eller cn cell. En rcdogbrelse (br olika sAdana kolhydratsekvenscr Aierfinns 
bl.a. i Chemistry and Physics of Lipids, vol. 42, sid. 153-172, 1986 och i Ann. Rev. 
Biochem vol. 58, sid. 309*50, 1989. 

Vanligen Ar oligosackariden modtfierad i den reducerandc Anden med cn s.k. aglykon, vilken 
utg&rs av en glykosidiskt bunden organisk grupp som lAmpar sig (br inbindning till ytan i 
biosensorn. Exempel pA aglykoncr Br -OEtSEtCONHNH2. -OEtPhNH2 , etc. Inbindningen 
kan ske till ytan i biosensorn direkt eller via ett protein som t ex. bovint scrum albumin dlcr via 
cn kemisk struklur som adsorberats eller kovaleni bundits till ytan. En sAdan kemisk struktur 
kan innehAIla rcaktiva organiska gruppcr sAsom exempelvis karboxyl-, sulfonat, cyanat-, 
epoxi-, aldehydgrupper eller andra grupper lAmpliga fbr kemisk konjugcring med t.ex. cn amin 
eller tiol grupp i aglykonen. 

Mer specifika exempel pA analyter vilka kan analyseras med biosensor cnligt (breliggande 
uppfinning Ar lektiner, antikroppar mot kolhydrater, patogena virus eller baktertcr som 
exempelvis urinvAgsbakterier (exempelvis P-fimbrierad E. coli) eller luftvAgspatogener, samt 
bakterier som orsakar infektioncr/diarreer i tarmkanalen. 

Bioscr»orn cnligt uppfinningen kan vara utformad i ett stort antal mOjliga konfigurationer 
Exempel hArpA Ar: 

a) plan kolhydrat-yta som med lAtthet kan konlaktas med prowataka, exempelvis en yu 
utformad som en sticka, varpA ytan lean placeras i mAtinstrument fbr optisk reflektansmAtning i 
luft 
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b) flodcssystcm mcd provgcnomflodcsccll van ytor fbrenals med kolhydrat och dar 
signaloverforing gors med opti&k, dektrokemisk, termisk eller gravimetrisk matmetod och dar 
matgivarcn ar placcrad i dlcr nara aralutning till ccllen. 

c) matbehallare, kyvettmodell. som fbrenats med signaldvcrfbrande givare med kolhydrat till 
vilken ntiitvaiskan tillfbrs. 

d) plan kolhydratyta som ytgors av en del av gignaloverfbraren som med latthct kan bringaa i 
kontakt med prowatska under lampligt tidsintervall, varefter prowfttakan avlaganas och 
signaloverfbrarytan karaktariseras med fysikalisk matmetod, t.ex. elektronisk matning, 
gravimetrisk matning eller termisk m&tning. 

1 nigra situationer, t.ex. for att oka biosensoraignalen vid matning av liga koncentrationer av 
ccllcr, kan det vid matning av analyt med biosensorn vara forddaktigt att efter inbindning av 
onalyt till kolhydratytan tillsatta mikropartiklar fbrsedda mcd exempelvis kolhydrat som binder 
till den bundna ccllen. 

Ytan i biosensorn kan utgOras av exempelvis en guldyta eller en modifierad guldyta, plastyta 
som beiagts mcd en guldyta, silvciyta eller cn annan metallyta eller modifieringar darav med 
polymerer till vilka kemisk toppling av kolhydrat kan ske. 

Nedan ges icke-begransande exempel pa kolhydratyta som kan utnyttjas i biosensor cnligt 
uppfinningen fbr inbindning och analys/bcsUimning av patogena urinvagsbakterier. 

EXEMPEL 

Ett exempel utfbrdes som fbljer: Kisdyta belagd med ett guldskikt modifierades med 
merkaptopropionsyra genom an neds&nka ytan i en 5 mM loaning av syran. Karboxylgrupperna 
modifierades med karbodiimid (EDC) under 2 tun mar varpi digalaktosid med aglykon 
(Galal-4Galp-OEtSEtCONHNH2), kopplades till den EDC-aktiverade ytan under 12 
timmar vid pH 8.5 och ytan skdljdes daxefter med buflfcrt. 

Den aft med digalaktosid modifierade guldytan nedsanktes under 60 minuter (denna tid kan 
varieras) i ett prov med urinvagsinfektionsbakterier (s.k. p-fimbrierade E.coli) med 
Oa!al-4Gal-speciflk receptorprotein, varefter ytan skoljdes med destillerat vaiten i 2 minuter. 
En annan guldyta dcrivatiserad p.s.s. med Galal-4Gal nedsanktes i ett prov innebillande en 
annan icke-infektionsframkallande E. cob stain aotn saknar Galal-4Gal-specifikt 
receptorprotein. Inbindningsgraden av olika bakterier jamfbrdes mellan ytorna mha 
elektronmikroakop. Baktericn med GalaMGal-rcccptor band in i ett 10-15 faldigt overskott 
jamfbrt med den andra baktericn. 

Inbindningen av p-fimbrierade E.coli till en guldyta modifierad med cnbart 
merkaptopropionsyra var ca 20ggr Itgrc in fill den Galal-4Gal-modifierade ytan. 
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PATENTKRAV 

1 . Biosensor, kftnneteoknad av atl minst cn kolhydrat eller ctt dcrivat dftrav mod fbrm&ga att 
binda ctt protein, ctt virus eller en cell Ir kovalent bunden till en yta i biosensorn. 

2. Biosensor enligt krav I, kannctccknad av att kolhydratcn ar kemiskt bunden till en yta som 
utgOr en del av biosensorns signalOvctlbringsdcl. 

3. Biosensor enligt krav 1, dftr biosensorn ftr en optisk biosensor som ger en signalftndring vid 
inbindning av ett protein, ett virus cllcr en cell till en yta i biosensorn. 

4. Biosensor enligt krav 3, dftr den optiska biosensorn utnyttjar 

ytplasmonstUlstindsfbrftndringar, dlipsometri, rcflcktanstnfttning eller polarisationsmfttning. 

5. Biosensor enligt krav 1, dftr biosensorn *r baserad pi en piczoclektri&k kristall, 
elektrokemisk elekirod cllcr en termistor. 

6. Biosensor enligt krav 1, dftr kolhydratcn ftr en oligosackarid dler ett derivat dftrav som 
bundits via en aglykon till en yta i biosensorn. 

7. Biosensor enligt krav 1, dftr kolhydraten ftr en oligosackarid eller ett derivat dftrav som 
bundits via cn aglykon till en guldyta i biosensorn. 

8. Meiod att binda ctt kolhydrat cllcr ctt derivat dftrav till en guldyta, karakteriscrat av att ytan 
ftrst tacks av cn tiolfbrening som innehilter en organisk grupp som kan utnyttjas Ibr kemisk 
bindning av ett kolhydrat eller ett dcrivat dftrav. 

9. Guldyta modificrad med kolhydrat eller ctt derivat dftrav. 

10. Anv&ndning av biosensor enligt krav 1 for bestftmning och dler analys av ctt protein, ett 
virus, eller cn cell. 




SAMMANFATTNING 



FOreliggande uppfinning h&nfbr sig till en biosensor i vilken en kolhydrat eller ett derivat d&rav 
anv&nds fbr att via specifik inbindning av ett protein, ett virus eller en cell generera en 
detekterbar signal. 



